Pf^T WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 

•t V* X Internationales Bilro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Paten tklassifikation 6 : 

C12N 15/12, 15/85, 15/62, 15/90, 5/10, 
C07K 14/505, A61K 38/18 



Al 



(11) Internationale Veroflentlichungsniimmer: WO 99/05268 

(43) Internationales 

Veroffentlicnungsdatum: 4. Februar 1999 (04,02.99) 



(21) Tnternationales Aktenzeichen: PCT/EP98/04590 

(22) Internationales Anmeldedatum: 22. Juli 1998 (22.07.98) 



(30) Prioritatsdaten: 

97112640.4 23. Juli 1997 (23.07.97) EP 

197 53 681.6 3. Dezember 1997 (03.12,97) DE 

09/1 13,692 10. Juli 1998 (10.07.98) US 



(71) Anmclder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): 

BOEHRINGER MANNHEIM GMBH [DE/DE]; Sandhofer 
Strassc 112-132, D-68305 Mannheim (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fUr US); STERN, Anne [DE/DE]; 
Karwendelstrassc 10, D-82377 Penzberg (DE). BRANDT, 
Michael [DE/DE]; Faltergatter 29, D-S2393 Iffeldorf (DE). 
HONOLD, Konrad [DE/DE]; Sudstrasse 24, D-82377 
Penzberg (DE). AUER, Johannes [DE/DE]; Birkenstrasse 
29, D-82377 Penzberg (DE). KOLL, Hans [DE/DE]; 
Adlerweg 2, D-82362 Weilheim (DE). 

(74)Anwalte: WEICKMANN, H. usw.; Kopemikusstrasse 9, 
D-81679 Mlmchen(DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, 
BR, BY, CA, CH, CN, CU, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, GB, 
GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IS, JP, KB. KG, KP, KR, 
KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MD, MG, MK, MN, 
MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, 
SL, TJ, TM, TR, TT, UA, UG, US. UZ, VN, YU, ZW, 
ARIPO Patent (GH, GM, KE, LS, MW, SD, SZ, UG, ZW), 
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, 
TM), europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, 
FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), OAPI Patent 
(BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE, 
SN, TD, TG). 



Veroffentlicht 

Mil internationalem Recherchenbericht. 

Vor Ablaufderfur Anderungen der AnsprUche zugelassenen 

Frist; Verqffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Title: PRODUCTION OF ERYTHROPOIETIN BY ENDOGENOUS GENE ACTIVATION 

(54) Bezeichnung: HERSTELLUN G VON ERYTHROPOIETIN DURCH ENDOGENE GENAKTIVIERUNG 



6 enakt i v te r ungsseque nz : 

GENEACTIVATION SEQUENCE 

RSY NEO SUOpA SVU) DHFR SYUJpA CMV 

Promoter Promoter Promoter 



(57) Abstract 

The invention concerns human cells which, owing to the activation of the endogenous human erythropoietin gene, can produce 
erythropoietin (EPO) in sufficient quantities and degree of purity to allow human EPO to be economically produced as a pharmaceutical 
preparation. The invention also concerns a process for producing such human EPO-producing cells, DNA-constructs for activating the 
endogenous EPO gene in human cells and a process for the large-scale production of EPO in human cells. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft humane Zellen, die aufgrund einer Aktivierung des endogenen humanen EPO-Gens in der Lage sind, EPO 
in einer ausreichenden Menge und Reinheit zu produzieren, um eine kostengunstige Herstellung von humanem EPO als pharmazeutisches 
Praparat zu ermdglichen. Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Herstellen solcher humaner EPO-produzierender Zellen, 
DNA-Konstrukte zur Aktivierung des endogenen EPO-Gens in humanen Zellen sowie Verfahren zur grofltechnischen Produktion von EPO 
in humanen Zellen. 
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Herstellung von Erythropoietin durch endogene Genaktivierung 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft humane Zellen, die aufgrund einer Akti- 
vierung des endogenen humanen EPO-Gens in der Lage sind, EPO 
in einer ausreichenden Menge und Reinheit zu produzieren, urn 
eine kostengunstige Herstellung von humanem EPO als pharmazeu- 
tisches Praparat zu ermoglichen. Weiterhin betrifft die Erfin- 
dung ein Verfahren zum Herstellen solcher humaner EPO-produ- 
zierender Zellen, DNA-Konstrukte zur Aktivierung des endogenen 
EPO-Gens in humanen Zellen sowie Verfahren zur groStechnischen 
Produktion von EPO in humanen Zellen. 

Erythropoietin (EPO) ist ein humanes Glycoprotein, welches die 
Produktion von roten Blutzellen stimuliert. EPO kommt im Blut- 
plasma von gesunden Personen nur in sehr geringen Konzentra- 
tionen vor, so da£ eine Bereitstellung in groSeren Mengen auf 
diese Weise nicht moglich ist. EP-B-0148 605 und EP-B-0205 564 
beschreiben die Herstellung von rekombinantem humanen EPO in 
CHO-Zellen. Das in EP-B-0148 605 beschriebene EPO weist ein 
hoheres Molekulargewicht als urinares EPO und keine O-Glykosi- 
lierung auf. Das in EP-B-0 205 564 beschriebene EPO aus CHO 
Zellen ist mittlerweile in grofien Mengen und in reiner Form 
verfiigbar, es stammt jedoch aus nichthumanen Zellen. Weiterhin 
ist auch die Produktionsleistung von CHO Zellen oft nur rela- 
tiv begrenzt . 

Weiterhin ist die Gewinnung von humanem EPO aus dem Urin von 
Patienten mit aplastischer Anamie bekannt (Miyake et al. , J. 
Biol. Chem. 252 (1977), 5558 - 5564). Dort wird ein sieben- 
stufiges Verfahren offenbart, welches Ionenaustauscherchroma- 
tographie, Ethanolprazipitation, Gelf iltration und Adsorp- 
tionschromatographie umf aSt . Dabei wird in 21%iger Ausbeute 
ein EPO-Praperat mit einer spezifischen Aktivitat von ca. 
70.000 U/mg Protein erhalten. Nachteile dieses Verfahrens und 
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anderer Verfahren zur Gewinnung von urinarem EPO bestehen in 
der Beschaffung von Ausgangsmaterial in ausreichenden Mengen 
und mit reproduzierbarer Qualitat. Weiterhin ist die Aufreini- 
gung aus Urin schwierig und selbst ein gereinigtes Produkt ist 
nicht frei von urinaren Verunreinigungen . 

GB-A-2085 887 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von 
humanen Lymphoblastoidzellen, die in der Lage sind, EPO in 
geringen Mengen herzustellen . Die wirtschaf tliche Production 
eines Arzneimittels mit diesen Zellen ist nicht moglich. 

WO 91/06667 beschreibt ein Verfahren zur rekombinanten Her- 
stellung von EPO. Dabei wird in einer ersten Verf ahrensstuf e 
in primaren humanen embryonalen Nierenzellen das endogene EPO- 
Gen durch homologe Rekombination in operative Verkniipfung mit 
einem viralen Promotor gebracht und die DNA aus diesen Zellen 
isoliert. In einer zweiten Stufe wird die so isolierte DNA in 
nichthumane CHO-Zellen transf ormiert und die Expression von 
EPO in diesen Zellen analysiert. Es findet sich kein Hinweis, 
dafi eine Produktion von EPO in humanen Zellen moglich ist. 

WO 93/09222 beschreibt die Produktion von EPO in humanen Zel- 
len. Dabei wird in humanen Fibroblasten, die mit einem das 
vollstandige EPO-Gen enthaltenden Vektor transfiziert wurden, 
eine relativ hohe EPO Produktion von bis zu 960.620 mU/10 e 
Zellen/24 h gefunden. Diese Zellen enthalten ein exogenes EPO- 
Gen, das sich nicht am korrekten EPO-Genlocus befindet, so da£ 
Probleme hinsichtlich der Stabilitat der Zellinie zu erwarten 
sind. Angaben uber eine konstitutive EPO- Produktion finden 
sich nicht in WO 93/092222. Daruber hinaus finden sich auch 
keine Angaben, ob das produzierte EPO in einer fur pharmazeu- 
tische Zwecke ausreichender Qualitat erhalten werden kann. 

Weiterhin wird in WO 93/09222 eine Aktivierung des endogenen 
EPO-Gens in humanen HT1080 Zellen beschrieben. Dabei wird eine 
EPO Produktion von nur 2.500 mU/10 6 Zellen/24 h (entsprechend 
ca. 16 ng/10 6 Zellen/24 h) gefunden. Eine derarte geringe Pro- 
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duktion ist fur die wirtschaf tliche Produktion eines pharma- 
zeutischen Praparats vollig ungeeignet . 

WO94/12650 und WO 95/31560 beschreiben, da£ eine "humane Zelle 
mit einem durch einen viralen Promotor aktivierten endogenen 
EPO-Gen in der Lage ist, nach Amplif ikation des endogenen EPO- 
Gens EPO in einer Menge von bis zu ca . 100.000 mU/10 6 
Zellen/24 h {entsprechend ca. 0,6 ^g/10 6 Zellen/24 h) zu produ- 
zieren. Auch diese Menge reicht noch nicht fur die wirtschaf t- 
liche Produktion eines Arzneimittels aus . 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe be- 
stand somit darin, die oben genannten Nachteile des Standes 
der Technik mindestens teilweise zu beseitigen und ein techno- 
logisch besseres Verfahren zur Herstellung von EPO in humanen 
Zellen bereitzustellen. Insbesondere sollte hierdurch ein 
Produkt in einer ausreichenden Menge und Reinheit erhalten 
werden konnen, um die wirtschaf tliche Herstellung fur pharma- 
zeutische Zwecke zu erlauben. 

Diese Aufgabe wird durch Aktivierung des endogenen EPO Gens in 
humanen Zellen und gegebenenf alls durch anschlie£ende Amplifi- 
kation des aktivierten humanen EPO Gens gelost. Auf diese 
Weise ist es durch Auswahl geeigneter Ausgangs zellen, DNA- 
Konstrukte und Selektionsstrategien uberraschenderweise gelun- 
gen, humane Zellen bereitzustellen, die in der Lage sind, EPO 
in einer ausreichenden Menge, Qualitat und Reinheit zu produ- 
zieren, die eine kostengunstige Herstellung von pharmazeuti- 
schen Praparaten erlaubt. Insbesondere nach Amplif ikation des 
aktivierten endogenen EPO-Gens k6nnen Zellen erhalten werden, 
die eine deutlich hohere Produktionsleistung als die bisher 
zur Herstellung von rekombinantem EPO verwendeten CHO-Produk- 
tionszellen aufweisen. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist eine humane Zelle, die eine 
Kopie eines endogenen EPO Gens in operativer Verknupfung mit 
einer heterologen, in der humanen Zelle aktiven Expressions- 
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kontrollsequenz enthalt und ohne vorherige Genamplif ikation 
zur Produktion von mindestens 200 ng EPO/10 6 Zellen/ 24 h in 
der Lage ist. Vorzugsweise ist die erf indungsgemafce humane 
Zelle zur Produktion von 200 bis 3000 ng EPO/10 6 Zellen/24 h 
und am meisten bevorzugt zur Produktion von 1000 bis 3000 ng 
EPO/10 6 Zellen/24 h in der Lage. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
humane Zelle , die durch Genamplif ikation aus der zuvor genann- 
ten Zelle erhaltlich ist und mehrere Kopien eines endogenen 
EPO-Gens jeweils in operativer Verkniipfung mit einer heterolo- 
gen, in der humanen Zelle aktiven Expressionskontrollsequenz 
enthalt und zur Produktion von mindestens 1.000 ng EPO/10 6 Zel- 
len/24 h in der Lage ist. Besonders bevorzugt ist die durch 
Genamplif ikation erhaltliche humane Zellinie zur Produktion 
von 1.000 bis 25.000 ng EPO/10 6 Zellen/24 h in der Lage und am 
meisten bevorzugt zur Produktion von 5.000 bis 25.000 ng 
EPO/10 6 Zellen/24 h. 

Die humane Zelle ist eine beliebige Zelle, vorausgesetzt da£ 
sie in vitro kultiviert werden kann. Besonders bevorzugt sind 
humane Zellen, die in serumfreien Medium und insbesondere in 
Suspension kultivierbar sind. Auf diese Weise kann die Produk- 
tion von EPO in einem Grofcf ermenter mit beispielsweise 1.000 1 
Kulturvolumen durchgefuhrt werden. 

Besonders bevorzugt ist die humane Zelle eine immortalisierte 
Zelle, beispielsweise eine HT 1080 Zelle (Rasheed et al . , 
Cancer 33 (1974), 1027-1033), eine HeLa S3 Zelle (Puck et al . , 
J. Exp. Med. 103 (1956), 273-284), eine Namalwa Zelle (Nad- 
karni et al . , Cancer 23 (1969), 64-79) oder eine davon abge- 
leitete Zelle. Ein Beispiel fur eine erf indungsgemaSe Zelle 
ist der Klon "Aladin" , der am 15.07.1997 gemaS den Vorschrif-' 
ten des Budapester Vertrags bei der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) , Mascheroder Weg lb, 
38124 Braunschweig, unter dem Aktenzeichen DSM ACC 232 0 hin- 
terlegt wurde. 
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In der erf indungsgemafcen Zelle ist das endogene EPO-Gen mit 
einer heterologen Expressionskontrollsequenz verknupft, die in 
der humanen Zelle aktiv ist. Die Expressionskontrollsequenz 
umf afefe-einen Promotor und vorzugsweise weitere expressionsver- 
bessernde Sequenzen, z.B. einen Enhancer. Der Promotor kann 
ein regulierbarer oder ein konstitutiver Promotor sein. Vor- 
zugsweise ist der Promotor ein starker viraler Promotor , z. B. 
ein SV4 0 - oder ein CMV Promotor. Besonders bevorzugt ist der 
CMV Promotor/Enhancer . 

Weiterhin kann es zur Optimierung der EPO Expression bevorzugt 
sein, da£ das endogene EPO-Gen in der humanen Zelle, das in 
operativer Verknupfung mit dem heterologen Promotor ist, eine 
Signalpeptid-kodierende Sequenz aufweist, die von der naturli- 
chen Signalpeptid-kodierenden Sequenz verschieden ist und 
vorzugsweise fur ein Signalpeptid mit modif izierter Aminosau- 
resequenz kodiert. Besonders bevorzugt ist eine Signalpeptid- 
kodierende Sequenz, die fur eine im Bereich der vier ersten 
Aminosauren modif izierte Signalpeptidsequenz kodiert, die 
ausgewahlt ist aus 

Met-X 1 -X 2 -X 3 

worin X 1 Gly oder Ser ist, X 2 Ala, Val , Leu, lie, Ser oder Pro 
ist, X 3 und Pro, Arg, Cys oder His ist, mit der MaJSgabe, daS 
X 1 -X 2 -X 3 nicht die Sequenz Gly-Val-His ist, und insbesondere aus 

(a) Met-Gly-Ala-His, 

(b) Met-Ser-Ala-His, 

(c) Met-Gly-Val-Pro oder 

(d) Met-Ser-Val-His. 

Besonders bevorzugt ist die Sequenz der ersten vier Aminosau- 
ren des Signalpeptids Met-Ser-Ala-His. 
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In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung 
ein Verfahren zum Herstellen einer humanen EPO-produzierenden 
Zelle, wie zuvor angegeben, umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen von humanen Ausgangszellen, die mindestens 
eine Kopie eines endogenen EPO-Gens enthalten, 

(b) Transf izieren der Zellen mit einem DNA-Konstrukt umfas- 
send: 

(i) zwei flankierende DNA- Sequenzen, die homolog zu Be- 
reichen des humanen EPO Genlocus sind, um eine homo- 
loge Rekombination zu erlauben, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen und 

(iii) eine heterologe Expressionskontrollsequenz, die in 
der humanen Zelle aktiv ist, 

(c) Kultivieren der transf izierten Zellen unter Bedingungen, 
bei denen eine Selektion auf das Vorhandensein des posi- 
tiven Selektionsmarkergens stattfindet, 

(d) Analysieren der gemaiS Schritt (c) selektierbaren Zellen 
und 

(e) Identif izieren der EPO produzierenden Zellen. 

Das zur Herstellung der humanen EPO produzierenden Zelle ver- 
wendete DNA-Konstrukt enthalt zwei flankierende DNA Sequenzen, 
die homolog zu Bereichen des humanen EPO-Genlocus sind, um 
eine homologe Rekombination zu erlauben. Die Auswahl geeigne- 
ter f lankierender Sequenzen erfolgt beispielsweise gemaS den 
in WO 90/11 354 und WO 91/09 955 beschriebenen Methoden. Vor- 
zugsweise haben die f lankierenden Sequenzen jeweils eine Lange 
von mindestens 150 bp. Besonders bevorzugt werden die homolo- 
gen DNA- Sequenzen ausgewahlt aus dem Bereich der 5 f -untrans- 
latierten Sequenzen, Exon 1 und Intron 1 des EPO Gens. Dabei 
ist es besonders bevorzugt, eine im Bereich von Exon 1 modifi- 
zierte DNA Sequenz, die fur in den erst en Aminosauren modifi- 
ziertes Signalpeptid kodiert, zu verwenden. Die Modif ikationen 
im Bereich von Exon 1 sind vorzugsweise wie oben angegeben. 
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Das Selektionsmarkergen kann ein beliebiges fur eukaryontische 
Zellen geeignetes Selektionsmarkergen sein, welches bei Ex- 
pression zu einem selektierbaren Phanotyp fuhrt, z. B. Anti- 
biotikumresistenz , Auxotrophie etc. Ein besonders bevorzugtes 
positives Selektionsmarkergen ist das Neomycinphosphotrans- 
f erasegen . 

Gegebenenf alls kann auch ein negatives Selektionsmarkergen wie 
etwa das HSV-Thymidinkinasegen, durch dessen Expression Zellen 
in Gegenwart eines Selektionsmittels zerstort werden, vorhan- 
den sein. 

Wenn eine Ampl i f ikation des in der humanen Zelle endogen akti- 
vierten EPO-Gens erwiinscht wird, enthalt das DNA-Konstrukt ein 
Amplif ikationsgen. Beispiele fur geeignete Ampl if ikationsgene 
sind Dihydrof olatreduktase, Adenosindeaminase , Ornithindecar- 
boxylase etc. Ein besonders bevorzugtes Amplif ikationsgen ist 
das Dihydrof olatreduktasegen, insbesondere ein Dihydrof olat - 
reduktase-Arginin-Mutante , die eine geringere Sensitivitat fur 
das selektive Agens (Methotrexat ) besitzt als das Wildtyp-Gen 
(Simonsen et al., Proc . Natl. Acad. Sci USA 80 (1983); 2495). 

Bei Anwesenheit eines Amplif ikationsgens in dem zur Aktivie- 
rung des EPO Gens verwendeten DNA-Konstrukts kann das erfin- 
dungsgemafie Verfahren noch die weiteren Schritte umfassen: 

(f) Amplif izieren der fur EPO kodierenden DNA-Sequenz und 

(g) Gewinnen von EPO-produzierenden Zellen, die eine gegen- 
uber der Ausgangszelle erhohte Kopienzahl einer endogenen 
fur reifes EPO kodierenden DNA-Sequenz in operativer 
Verknupfung mit einer heterologen Expressionskontroll - 
sequenz enthalten. 

Geeignete DNA-Konstrukte zur Aktivierung des in der humanen 
Ausgangszelle vorliegenden endogenen EPO-Gens sind die in den 
Beispielen auf gelisteten Plasmide pl87, pl89, p!90 und pl92. 
Besonders bevorzugt ist das Plasmid pl89, das bei der DSMZ 
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gema£ den Bestimmungen des Budapester Vertrags am 16.07.1997 
unter dem Aktenzeichen DSM 11661 hinterlegt wurde, oder ein 
davon abgeleitetes Plasmid. Die DNA-Konstrukte sind vorzugs- 
weise zirkulare PlasmidmolekuLe, die fur die Transfektion der 
humanen Zelle in einer linearisierten Form eingesetzt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
DNA-Konstrukt zur Aktivierung eines endogenen EPO-Gens in 
einer humanen Zelle, umfassend: 

(i) zwei flankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu Be- 
reichen des humanen EPO-Genlocus ausgewahlt aus 5'- 
untranslatierten Sequenzen, Exon 1 und Intron 1 
sind, urn eine homologe Re kombi nation zu erlauben, 
wobei im Bereich von Exon 1 eine modifizierte Se- 
quenz vorliegt, kodierend fur die Aminosauren: 

Met-Xj-Xa-Xj 

worin X z Gly oder Ser ist, X 2 Ala, Val , Leu, lie, Ser 
oder Pro ist, X 3 und Pro, Arg, Cys oder His ist, mit 
der MaSgabe, daS Xi-Xs-Xj nicht die Sequenz Gly- Val - 
His ist, und insbesondere fur die Aminosauren: 

(a) Met-Gly-Ala-His, 

(b) Met-Ser-Ala-His, 

(c) Met-Gly-Val-Pro oder 

(d) Met-Ser-Val-His, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) eine heterologe Expressionskontrollsequenz , die in 
einer humanen Zelle aktiv ist und 

(iv) gegebenenf alls ein Amplif ikationsgen. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
ein DNA-Konstrukt zur Aktivierung eines endogenen EPO-Gens in 
einer humanen Zelle, umfassend: 

(i) zwei flankierende DNA- Sequenzen, die homolog zu Be- 
reichen des humanen EPO-Genlocus ausgewahlt aus 5' - 
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untranslatierten Sequenzen, Exon 1 und Intron 1 
sind, um eine homologe Re kombi nation zu erlauben, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) eine heterologe Expressionskontrollsequenz , die in 
einer humanen Zelle aktiv ist, wobei der Abstand 
zwischen der heterologen Expressionskontrollsequenz 
und dem Translationstart des EPO-Gens nicht grower 
als 1100 bp ist, und 

(iv) gegebenenf alls ein Amplif ikationsgen . 

Uberraschenderweise wurde f estgestellt , daE bei einer Modifi- 
zierung der EPO-Signalsequenz oder/und bei einer Verkurzung 
des Abstands zwischen der heterologen Expressionskon- 
trollsequenz und den Translationsstart des EPO-Gens eine opti- 
mierte Expression erhalten wird. Vorzugsweise betragt der 
Abstand zwischen dem Promotor der heterologen Expressionkon- 
trollsequenz und dem Translationsstart des EPO-Gens nicht mehr 
als 1100 bp, besonders bevorzugt nicht mehr als 150 bp und am 
meisten bevorzugt nicht mehr als 100 bp. Ein besonders bevor- 
zugtes Beispiel fur ein erf indungsgemaft zu verwendendes DNA- 
Konstrukt ist das Plasmid pl89 (DSM 11661) oder ein davon 
abgeleitetes Plasmid. 

Noch ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur Herstellung von humanem EPO, wobei man eine 
erf indungsgemafie humane Zelle unter Bedingungen in einem ge- 
eignetem Medium kultiviert, bei denen eine Produktion von EPO 
erfolgt und das EPO aus dem Kulturmedium gewinnt . Als Medium 
wird vorzugsweise ein serumfreies Medium verwendet . Die Zellen 
werden vorzugsweise in Suspension kultiviert. Besonders bevor- 
zugt erfolgt die Kultivierung in einem Fermenter, insbesondere 
in einem Grofif ermenter mit einem Volumen von beispielsweise 
10 1 - 50.000 1. 

Die Gewinnung von humanem EPO aus dem Kulturmedium von humanen 
Zellinien umfasst vorzugsweise folgende Schritte: 
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fa) Leiten des Zelluberstands iiber ein Af f initatschromato- 
graphiemedium und Gewinnen der EPO enthaltenden Fraktio- 
nen, 

(b) gegebenenf alls Leiten der EPO enthaltenden Fraktionen 
iiber ein hydrophobes Interaktionschromatographiemedium 
und Gewinnen der EPO enthaltenden Fraktionen, 

(c) Leiten der EPO enthaltenden Fraktionen uber Hydroxyapatit 
und Gewinnen der EPO enthaltenden Fraktionen und 

(d) Auf konzentrieren oder/und Leiten iiber ein Reverse Phase 
(RP) -HPLC-Medium. 

Schritt (a) des Reinigungsverf ahrens umfasst das Leiten des 
Zelluberstands , der gegebenenf alls vorbehandelt sein kann, 
iiber ein Af f initatschromatographiemedium. Bevorzugte Affini- 
tatschromatographiemedien sind solche, an die ein blauer Farb- 
stoff gekoppelt ist. Ein besonders bevorzugtes Beispiel ist 
Blue-Sepharose . 

Nach Elution vom Aff initatschromatographiemedium wird das EPO 
enthaltende Eluat gegebenenf alls iiber ein hydrophobes Inter- 
aktionschromatograpiemedium geleitet. Dieser Schritt ist 
zweckmafcig, wenn ein Kulturmedium mit einem Serumgehalt s 2% 
(v/v) verwendet wird. Bei Verwendung eines Kultur mediums mit 
einem geringeren Serumgehalt, z.B. 1% (v/v) oder eines serum- 
freien Mediums kann dieser Schritt weggelassen werden. Ein 
bevorzugtes hydrophobes Inter aktionschromatographiemedium ist 
Butyl - Sepharose . 

Das Eluat aus Schritt (a) oder - sofern eingesetzt - Schritt 
(b) wird in Schritt (c) des erf indungsgema£en Verfahrens iiber 
Hydroxyapatit geleitet und das EPO enthaltende Eluat wird 
einem Auf konzentrierungsschritt oder/und einem Reverse-Phase- 
HPLC-Reinigungsschritt unterzogen. Die Auf konzentrierung er- 
folgt vorzugsweise durch Ausschlufcchromatographie , z.B. Mem- 
branf iltration, wobei sich die Verwendung eines Mediums, z.B. 
einer Membran mit einer AusschluSgrofSe von 10 kD als giinstig 
erwiesen hat. 
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Durch das erf indungsgemaSe Verfahren ist ein isoliertes huma- 
nes EPO mit einer spezifischen Aktivitat von mindestens 
100.000 U/mg Protein in vivo (normozythamische Maus) erhalt- 
lich, welches frei von urinaren Verunreinigungen ist und sich 
in seiner Glykosilierung von rekombinantem EPO aus CHO Zellen 
unterscheiden kann. Vorzugsweise hat das erf indungsgemafie EPO 
eine spezifische Aktivitat von mindestens 175.000/ besonders 
bevorzugt von mindestens 200.000 bis 400.000 oder 450.000 
IU/mg Protein. Das durch das erf indungsgemafce Verfahren er- 
haltliche humane EPO kann ce-2,3- oder/und cx-2 , 6-verkniipf te 
Sialinsaurereste enthalten. Bei Untersuchungen von EPO aus 
Zellen, welche ein endogen aktiviertes EPO-Gen enthalten, 
wurde auf Basis der vorliegenden vorlaufigen Ergebnisse das 
Vorhandensein von a-2,3- und ot-2 , 6-verknupf ten Sialinsaurere- 
sten gefunden, Dariiber hinaus wurde auf Basis der vorliegenden 
vorlaufigen Ergebnisse f estgestellt , da£ das erf indungsgematee 
humane EPO einen Gehalt von weniger als 0,2% N-Glykolneuramin- 
saure bezogen auf den Gehalt an N-Acetylneuraminsaure auf- 
weist . 

Die Reinheit des erf indungsgemaSen humanen EPO betragt vor- 
zugsweise mindestens 90%, besonders bevorzugt mindestens 95% 
und am meisten bevorzugt mindestens 98% bezuglich des Gesamt- 
proteingehalts . Die Bestimmung ces Gesamtproteingehalts kann 
durch Reverse Phase HPLC, z.B. mit einer Poros R/2H-Saule 
erf olgen. 

Weiterhin sind durch das erf indungsgemaSe Verfahren humane EPO 
Spezies erhaltlich, die sich in ihrer Aminosauresequenz unter- 
scheiden. So wurde beispielsweise durch massenspektrometrische 
Analyse (MALDI-MS) gefunden, dafi aus HeLa S3 Zellen ein huma- 
nes EPO isoliert werden kann, welches uberwiegend ein Poly- 
peptid mit einer Lange von 165 Aminosauren, das durch C-ter- 
minale Prozessierung eines Argininrests entstanden ist, und 
gegebenenf alls bis zu 15% eines EPO mit 166 Aminosauren um- 
f a£t . Weiterhin ist auch ein humanes EPO erhaltlich, welches 
ein Polypeptid mit einer Lange von 166 Aminosauren, d.h. ein 
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nichtprozessiertes EPO, umfasst. Aus Namalwa Zellen konnte 
beispielsweise ein humanes EPO isoliert werden, welches ein 
Gemisch aus Polypeptiden mit einer Lange von 165 und 166 Ami- 
nosauren umfasst . 

5 

Dieses humane EPO kann als Wirkstoff fur ein pharmazeutisches 
Praparat eingesetzt werden, das gegebenenf alls weitere Wirk- 
stoff e sowie pharmazeutisch ubliche Hilfs-, Trager- und Zu- 
satzstoffe enthalten kann. 

10 

In einem noch weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfin- 
dung eine isolierte DNA, die fur ein humanes EPO mit einer im 
Bereich der ersten 4 Aminosauren des Signalpeptids modif izier- 
ten Sequenz kodiert, die ausgewahlt ist aus: 

is 

Met-X 1 -X 2 -X 3 

worin X 1 Gly oder Ser ist, X 2 Ala, Val, Leu, lie, Ser oder Pro 
ist, X 3 und Pro, Arg, Cys oder His ist, mit der Maftgabe, da£ 
20 XJ-X2-X3 nicht die Sequenz Gly-Val-His ist, und insbesondere fur 
die Aminosauren: 

(a) Met-Gly-Ala-His, 

(b) Met-Ser-Ala-His, 

25 (c) Met-Gly-Val-Pro oder 
(d) Met-Ser-Val-His . 

Die DNA kann beispielsweise eine genomische DNA oder eine cDNA 
sein. 

30 

Weiterhin wird die Erfindung durch die nachf olgenden Beispiele 
und Abbildungen und Sequenzprotokolle erlautert. 

Es zeigen: 

35 

Abbildung 1: Eine schematische Darstellung der Amplif ikation 
von Homologieregionen des EPO-Gens aus dem Be- 
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Abbildung-^ 



Abbildung 3 : 



Abbildung 4a: 



Abbildung 4b: 



Abbildung 4c: 



Abbildung 4d: 



Abbildung 4e: 



Abbildung 5: 
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reich der 5 ' -untranslatierten Sequenzen, Exon 1 
und Intron 1; 

Eine schematische Darstellung eines Plasmids, 
welches EPO-Homologieregionen aus dem Bereich 
der 5 ' -untranslatierten Sequenzen, Exon 1 und 
Intron 1 enthalt; 

Eine schematische Darstellung einer Genaktivie- 
rungssequenz, die den Rous -S ar coma virus -Promo - 
tor (RSV) , das Neomycinphosphotransf erasegen 
(NEO) , die fruhe Polyadenylierungsregion von 
SV40 (SVI pA) , den fruhen SV40 Promotor (SVI), 
das Dihydrof olatreduktasegen (DHFR) , eine wei- 
tere fruhe SV4 0- Polyadenylierungsregion und den 
Cytomegalovirus Immediate-early-Promotor und 
Enhancer (MCMV) enthalt; 

Die Herstellung des EPO-Gentargetingvektors 
P176; 

Die Herstellung der EPO-Gentargetingvektoren 
pl79 und pl87; 



Die Herstellung des 
pl89 { DSM 11661) ; 

Die Herstellung des 
pl90; 

Die Herstellung des 
pl92; 



EPO-Gentargetingvektors 



EPO-Gentargetingvektors 



EPO-Gentargetingvektors 



Eine schematische Darstellung der Herstellung 
von EPO cDNA mit Signal sequenzmut at ionen; 
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Abbildung 6a; 



10 



15 



Abbildung 6b: 



20 



25 



SEQ ID NO. 1 
30 und NO. 2 

SEQ ID NO. 3 
und NO. 4 
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Die Hybridisierung zellularer DNA mit einer 
Sonde aus dem CMV-Bereich der in Abb. 3 darge- 
stellten Gen-Kassette; die Spuren 1 bis 4 sind 
jeweils mit den Restriktionsenzymen Agel und 
AscI gespaltene DNA aus humanen Zellen; Spur 1: 
EPO-produzierende HeLa S3 Zelle mit 1.000 nM 
MTX amplif iziert ; Spur 2: EPO-produzierende 
HeLa S3 Zelle mit 500 nM MTX amplif iziert ; Spur 
3: EPO-prodzierende HeLa S3 Zelle ohne Amplif i- 
kation; Spur 4: HeLa S3 Zelle ohne aktiviertes 
EPO-Gen; Spur 5: Digoxigenin-markierte Langen- 
marker; die Grofie des hybridisierenden Frag- 
ments in den Spuren 1 bis 3 ist ca. 5.200 bp 
und 

Die Hybridisierung einer Sonde aus dem kodie- 
renden Bereich von EPO mit DNA aus humanen Zel- 
len; Spur 1: Digoxigenin-markierte Langenmar- 
ker; Spuren 2 bis 4: DNA aus humanen Zellen 
gespalten mit den Restriktionsenzymen BamHI , 
Hindlll und Sail; Spur 2: EPO produzierende 
HeLa S3 Zelle amplifiziert mit 500 nM MTX (Lan- 
ge der durch das nichtaktivierte endogene Gen 
erzeugten Bande : 3.200 bp; Lange der durch Gen- 
targeting aktivierten Kopie des EPO-Gens: 2.600 
bp); Spur 3: DNA aus einer EPO produzierenden 
HeLa S3 Zelle nichtamplif iziert ; Spur 4: DNA 
aus einer HeLa S3 Kont roll zelle ; 

Nukleotidsequenzen der zur Herstellung des PCR 
Produkts 1 (Abb. 1) verwendeten Primer; 

Sequenzen der zur Herstellung des PCR Produkts 
2 (Abb. 1) verwendeten Primer; 



35 

SEQ ID NO. 5 



Sequenz des Primers EPO EX1 ; 



1 

WO 99/05268 PCTYEP98/04590 

- 15 - 

SEQ ID NO. 6 Sequenz des Primers EX2 ; 



SEQ ID NO. 7 Sequenz des Primers EX 3 (Met-Gly-Ala-His) ; 

5 SEQ ID NO. 8 Sequenz des von\ Primer EX3 kodierten modifi- 

zierten Signalpeptidstarts ; 

SEQ ID NO. 9 Sequenz des Primers EX4 (Met - Ser-Ala-His) ; 

10 SEQ ID NO. 10 Sequenz des vom Primer EX4 kodierten modifi- 

zierten Signalpeptidstarts; 

SEQ ID NO. 11 Sequenz des Primers EX5 (Met -Gly-Val -Pro) ; 



is SEQ ID NO. 12 Sequenz des vom Primer EX5 kodierten modifi- 

zierten Signalpeptidstarts; 

SEQ ID NO. 13 Seqenz des Primers EX 6 (Met -Ser-Val -His) ; 



20 SEQ ID NO. 14 Sequenz des vom Primer EX6 kodierten modifi- 

zierten Signalpeptidstarts; 

SEQ ID NO. 15 Sequenz des Primers EX Genom 1; 



25 SEQ ID NO. 16 Sequenz des Primers EX13 und 
SEQ ID NO. 17 Sequenz des Primers EPO EX 17. 
Beispiele 

30 

Die Aktivierung des EPO Genlocus fur die Proteinproduktion im 
industriellen MaSstab wurde durch homologe Integration einer 
Genaktivierungssequenz erreicht, welche das Neomyc ^phospho- 
transferase (NEO) -Gen zur Selektion (G-418 Resistenz) , das 
35 murine Dihydrof olatreduktase (DHFR) -Gen (zur Genamplif ikation 
durch MTX) und den Cytomegalovirus (CMV) - Immediate -Early- Pro - 
motor und Enhancer zur Genaktivierung enthalt. 
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Klonierung von EPO-Homologieregionen 



Homologieregionen des EPO-Gens wurden durch PCR unter Verwen- 
dung einer genomischen Placenta DNA (Boehringer J^annheim) 
amplif iziert . Dabei wurden aus einer 6,3 kB langen Homologie- 
region aus dem Bereich der 5 ' -untranslatierten Sequenzen des 
EPO-Gens, Exon 1 und Intron 1 zwei PCR-Produkte hergestellt 
(vgl . Figur 1). Die zur Herstellung des PCR-Produkts 1 ver- 
wendeten Primer hatten folgende Sequenzen: 5' -CGC GGC GGA TCC 
CAG GGA GCT GGG TTG ACC GG-3' (SEQ ID NO. 1) und 5 ' -GGC CGC 
GAA TTC TCC GCG CCT GGC CGG GGT CCC TCA GC-3' (SEQ ID NO. 2) . 
Die zur Herstellung des PCR-Produkts 2 verwendeten Primer 
hatten folgende Sequenzen: 5' -CGC GGC GGA TCC TCT CCT CCC TCC 
CAA GCT GCA ATC-3' {SEQ ID NO. 3} und 5 ' -GGC CGC GAA TTC TAG 
AAC AGA TAG CCA GGC TGA GAG- 3' (SEQ ID NO . 4) . 

Aus den PCR-Produkten 1 und 2 wurden die gewunschten Segmente 
durch Restriktionsspaltung (PCR-Produkt 1: Hindlll, PCR-Pro- 
dukt 2 : Hindi 1 1 und Eco RV) herausgeschnitten und in den Vek- 
tor pCRII (Invitrogen) , der mit Hind III und Eco RV gespalten 
war, kloniert. Der auf diese Weise erhaltene rekombinante 
Vektor wurde SepopcrlOOO bezeichnet (vgl. Figur 2) . 

Beispiel 2 Konstruktion von EPO Gen Targe tingvektoren 

2.1 Eine Genaktivierungssequenz , die das NEO-Gen, das DHFR 
Gen und einen CMV Promotor/Enhancer enthalt (vgl. Fig. 3) 
wurde in die Agel Stelle des die EPO Homologieregion 
enthaltenden Plasmids SepocrlOOO inseriert, wobei das 
Plasmid pl76 erhalten wurde (vgl. FIG. 4a). Urn den CMV 
Promotor moglichst nahe an die Translationstartstelle des 
EPO Gens zu bringen, wurde ein 963 bp langes Segment 
zwischen den Restriktionsstellen AscI und Agel (partielle 
Spaltung) deletiert, wobei das Plasmid pl79 erhalten 
wurde (Fig. 4b) . 
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2.2 Um eine Optimierung der Expression zu erreichen, wurden 
Nukleotide in Exon 1, die fur den Beginn der EPO-Leader- 
sequenz Met-Gly-Val-His kodieren, durch die synthetische 
Sequenz Met-Ser-Ala-Hi.3 ersetzt (vgl . auch Beispiel 6). 
Diese Sequenz wurde durch Amplif ikation einer genomischen 
EPO-DNA- Sequenz , z.B. des Plasmids pEP014 8, das ein 
3,5 kB BstEII/EcoRI -Fragment (inklusive der Exons 1-5) 
der humanen EPO Gensequenz unter Kontrolle des SV4 0 Pro- 
motors enthalt (Jacobs et al . , Nature 313 (1985), 806 und 
Lee-Huang et al . , Gene 128 (1993), 227), als Matrize mit 
den Primern Ex4 (SEQ ID NO. 9) und Exl7 (SEQ ID NO. 17) 
(Tabelle 1) erhalten. Dabei wurde das Plasmid pl87 erhal- 
ten (Fig. 4b) . 

2.3 Das Plasmid pl89 wurde aus dem Plasmid pl87 durch Inser- 
tion des Herpes Simplex Virus-Thymidinkinasegens (HSV- 
TK) , welches aus Psvtk-1 (PvuII/Narl Fragment) stammte, 
hergestellt (Fig. 4c) . Das HSV-TK-Gen befindet sich unter 
Kontrolle des SV40 Promotors am 3'-Ende von Intron 1 (Eco 
RV/Clal) in entgegengesetzter Orientierung relativ zum 
CMV Promotor und sollte zur negativen Selektion auf eine 
homologe Rekombination dienen. 

2.4 Zur Konstruktion von Plasmid pl90 wurde ein Sfil/Bglll 
Fragment von pHEAVY , einem Plasmid, das die cDNA einer 
bei Simonsen et al . (Proc. Natl. Acad. Sci . USA 80 
(1983) , 2495) beschriebene Arginin-Mutante von DHFR ent- 
halt, in das mit Sfil und Bglll geschnittene Plasmid 
pGenak-1 subkloniert, das das NEO-Gen unter Kontrolle des 
RSV-Promotors und der spaten SV4 0 Polyadenylierungsstelle 
als Terminator, das murine DHFR-Gen unter Kontrolle des 
fruhen SV4 0 Promotors und der friihen SV4 0 Polyadenylie- 
rungsstelle als Terminator (Kaufmann et al . , Mol . Cell. 
Biol. 2 (1982), 1304; Okayama et al . , Mol. Cell. Biol. 3 
(1983), 280 und Schimke, J. Biol. Chem. 263 (1988), 5989) 
und den CMV-Promotor (Boshart et al . , Cell 41 (1995), 
521) enthalt. Anschliefiend wurde ein Hpal Fragment, wel- 
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ches die fur die DHFR-Arginin-Mutante kodierende cDNA 
enthielt, in das mit Hpal geschnittene Plasmid pl89 li- 
giert, wobei das Plasmid pl90 erhalten wurde (Fig. 4d) . 

2.5 Um einen Transf ektionsvektor ohne das HSV-TK Gen zu er- 
halten, wurde ein Ascl/Nhel Fragment des Plasmid pl90, 
welches die Genaktivierungssequenz enthielt, in ein das 
Exon 1 enthaltendes Ascl/Nhel Fragment des Plasmids pl8 7 
ligiert. Das resultierende Plasmid wurde pl92 genannt 
(Fig, 4e) . 

Beispiel 3 Transf ektion von Zellen 

Es wurden verschiedene Zellinien auf die Produktion von EPO 
selektioniert und mit Targetingvektoren transf iziert . 

3.1 Naiaalwazellen 

Die Zellen wurden in T150 Gewebekulturf laschen gezuchtet und 
durch Elektroporation (1 x 10 7 Zellen/800 /il Elektroporations- 
puffer 20 mM Hepes, 138 mM NaCl, 5 mM KCl , 0,7 mM Na 2 HP0 4 , 6 mM 
D- Glucose -Monohydrat pH 7,0, 10 /ig linearisierte DNA, 960 /iF, 
260 V BioRad Gene Pulser) transf iziert . Nach der Elektropora- 
tion wurden die Zellen in RPMI 1640, 10% (v/v) fotalem Kalber- 
serum (FCS) , 2 mM L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat in vierzig 
96-Lochplatten gezuchtet. Nach zwei Tagen wurden die Zellen 
fur 10 bis 20 Tage in 1 mg/ml G-418 enthaltendem Medium kulti- 
viert . Der Uberstand wurde in einem Festphasen-ELISA auf die 
Produktion von EPO getestet (siehe Beispiel 4) . Die EPO produ- 
zierenden Klone wurden in 24-Lochplatten und T-2 5 Gewebekul- 
turf laschen expandiert . Aliquots wurden eingefroren und die 
Zellen wurden durch FACS (Ventage, Beckton Dickinson) subklo- 
niert . Die Subklone wurden wiederholt auf EPO -Produktion ge- 
stestet . 



WO 99/05268 



PCT/EP98/04590 



- 19 - 

3.2 HT 1080 Zellen 

Die Bedingungen waren wie fur Namalwazellen beschrieben, auSer 
da£ die HT1080 Zellen in DMEM, 10% (v/v) FCS, 2 mM L-Glutamin, 
1 mM Natriumpyruvat kultiviert wurden. Zur Transfektion durch 
Elektroporation wurden die Zellen durch Typsinisierung von 
den Wanden der KulturgefaSe abgelost. Nach der Elektroporation 
wurden 1 x 10 7 Zellen in DMEM, 10% (v/v) FCS , 2 mM L~Glutamin, 
1 mM Natriumpyruvat in 5 96-Lochplatten kultiviert. 

3.3 HeLa S3 Zellen 

Die Bedingungen waren wie fur Namalwal zellen beschrieben, 
au£er date die Helazellen in RPM 1640, 10% (v/v) FCS, 2 mM L- 
Glutamin, 1% (v/v) MEM nichtessent iellen Aminosauren (Sigma) , 
1 mM Natriumpyruvat kultiviert wurden. Zur Transfektion durch 
Elektroporation wurden die Zellen durch Trypsinisierung von 
den Wanden der Kulturgef alSe abgelost. Die Bedingungen fur die 
Elektroporation waren 960 ^F/250 V. Nach der Elektroporation 
wurden die Zellen in RPMI 1640, 10% (v/v) FCS, 2 mM L-Gluta- 
min, 1% (v/v) MEM, 1 mM Natriumpyruvat in T7 5 Gewebekul tur- 
flaschen kultiviert. 24 Stunden nach Elektroporation wurden 
die Zellen trypsinisiert und fur 10 bis 15 Tage in.einem 600 
/ig/ml G-418 enthaltenden Medium in 10 96-Lochplatten kulti- 
viert . 

Beispiel 4 Selektion auf EPO produzierende Klone 

Der Kulturiiberstand von transf izierten Zellen wurde in einem 
EPO ELISA getestet. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur 
durchgef uhrt . Mit Streptavidin vorbeschichtete 96-Lochplatten 
wurden mit biotinylierten Anti -EPO-Antikorpern (Boehringer 
Mannheim) beschichtet . Zur Beschichtung wurden die Platten 
zunachst mit 50 mM Natriumphosphat pH 7,2, 0,0 5% (v/v) Tween 
20 gewaschen. Dann wurden pro Loch 0,01 ml Beschichtungspuf f er 
(4 /ig/ml biotinylierter Antikorper, 10 mM Natriumphosphat pH 
7,2, 3 g/1 Rinderserumalbumin, 2 0 g/1 Saccharose, 9 g/1 NaCl) 
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zugegeben und 3 h bei Raumtemperatur inkubiert . Dann wurderi 
die Platten mit 50 mM Natriumphosphat pH 7,2 gewaschen, ge- 
trocknet und eingeschweiSt . 

Vor dem Test wurden die Platten nach dreimaligem Waschen mit 
0,3 ml phosphatgepuf f erter Salzlosung (PBS) , 0,05 % Tween 20 
(Sigma) uber Nacht mit 0,2 ml PBS , 1 % (w/v) Crotein (Boehrin- 
ger Mannheim) pro Loch inkubiert, urn unspezif ische Bindungen 
zu blockieren. 

Nach Entfernung der Blockierungslosung wurden 0,1 ml Kultur- 
uberstand zugegeben und die Platten wurden uber Nacht inku- 
biert. Die einzelnen Locher wurden dreimal mit jeweils 0,3 ml 
PBS, 0,05 % Tween 2 0 gewaschen. Dann wurden 100 pi Peroxidase 
(POD) -konjugierter monoklonaler Antikorper (Boehringer Mann- 
heim, 15 0 mU/ml) fur zwei Stunden zugegeben. Die Locher wurden 
anschliefcend wieder dreimal mit jeweils 0,3 ml PBS, 0,05 % 
Tween 20 gewaschen. Dann wurde die Peroxidasereaktion unter. 
Verwendung von ABTS® als Substrat in einem Perkin Elmer Photo- 
meter bei 405 nm durchgef uhrt . Eine Standardeichkurve unter 
Verwendung von rekombinantem EPO aus CHO-Zellen (Boehringer 
Mannheim, 100-1000 pg/Loch) wurde zur Berechnung der EPO-Kon- 
zentrationen verwendet. 

Beispiel 5 EPO-Genamplif izierung 

Zur Erhohung der EPO Expression wurden die EPO produzierenden 
Klone in Gegenwart steigender Konzentrationen (100 pM-10 0 0 nM) 
Methotrexat (MTX) kultiviert. Bei jeder MTX Konzentrat ion 
wurden die Klone durch einen ELISA (siehe Beispiel 4) auf 
Produktion von EPO getestet . Starke Produzenten wurden durch 
limitierte Verdunnung subkloniert . 

Beispiel 6 Signalsequenzmutationen 

Um die Leadersequenz des EPO Molekuls zu optimieren, wurden 
die ersten von Exon 1 kodierten Aminosauren ausgetauscht . 
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Primer mit verschiedenen Sequenzen (SEQ ID NO. 4-17; der 3'- 
Primer enthielt eine Celll Stelle zur Selektion von modifi- 
zierten Sequenzen) wurden verwendet, urn ein Ascl/Xbal Fragment 
durch PCR unter Verwendung von Plasmid pEP0227, das ein 4 kB 
Hindlll/EcoRI Fragment (inclusive der Exon 1-5) der humanen 
EPO-Gensequenz unter Kontrolle des SV40 Promotors enthalt 
(Jacobs et al . , Nature 313 (1985), 806; Lee-Huang et al . , Gene 
128 (1993) , 227) , als Matritze zu erhalten. Die resultierenden 
Fragments wurden anschlieSend in das Plasmid pEP0148 (Beispiel 
2.2) kloniert, wobei die Plasmide pEPO 182, 183, 184 und 185 
erhalten wurden (Figur 5) . Die EPO-Genexpression wurde durch 
einen SV4 0 Promotor angetrieben. COS-7 zellen wurden transient 
mit den Konstrukten '(DEAE-Dextranmethode) transfiziert und die 
Zellen wurden 48 h nach der Transfektion auf die EPO Produk- 
tion getestet. 

Die auf diese Weise erhaltene mutierte Leadersequenz Met-Ser- 
Ala-His mit der besten EPO-Expression wurde zur Konstruktion 
der Gentargetingvektoren eingesetzt (vgl . Beispiel 2.2). 

Beispiel 7 Charakterisierung von EPO-produzierenden Zel- 

linien 

Drei verschiedene Zellinien (Namalwa, HeLa S3 und HT 1080) 
wurden zur EPO Genaktivierung ausgewahlt. EPO-produzierende 
Klone wurden durch Transfektion mit den Plasmiden pl79, pl87, 
pl89, pl90 oder pl92 erhalten (vgl. Beispiele 2 und 3) . 

Es wurden ca. 160.000 NEO-resistente Klone auf die EPO-Produk- 
tion getestet, von denen 12-15 EPO in signif ikanter Ausbeute 
reproduzierbar in den Zelluberstand sekretierten. 

Davon konnten uberraschenderweise ohne Genamplif ikation durch 
MTX insgesamt 7 EPO-Klone identif iziert werden, die EPO in 
ausreichenden Mengen fur ein groStechnische Produktion erzeug- 
ten. Die EPO- Produktion dieser Klone lag im Bereich von 200 
ng/ml bis mehr als 1000 ng/ml/10 6 Zellen/24 h. Ein Beispiel 
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einer solchen Zelle ist der bei der DSMZ hinterlegte Klon 
"Aladin" (DSM ACC 2320) , der aus einer Namalwazelle erhalten 
wurde . 

Nach Genamplif ikation mit 500 nM MTX konnte die EPO-Produktion 
der identif izierten EPO-Klone auf bis zu mehr als 3000 ng/ml- 
/10 6 Zellen/24 h gesteigert werden. Eine weitere Erhohung der 
MTX Konzentration auf 1000 nM fuhrte zu einer Produktion von 
bis zu mehr als 7000 ng/ml/10 6 Zellen/24 h. 

Die erhaltenen Klone zeigten eine EPO Produktion auch unter 
serumfreien Kulturbedingungen . 

Beispiel 8 Charakterisierung des Genoma vom EPO-produzie- 

renden Kloixen 

8 . 1 Methodik 

Humane genomische DNA wurde aus ca . 10 a Zellen isoliert und 
guantif iziert (Sambrook et al . , 1989). Nach Spaltung der ge- 
nomischen DNA mit Restriktionsenzymen, z. B. Agel und AscI 
bzw. BamHI, Hind III und Sail wurden die DNA Fragmente durch 
Agarosegelelektrophorese ihrer Grofce nach aufgetrennt und 
schlie£lich auf eine Nylonmembran transferiert und immobili- 
siert . 

Die immobilisierte DNA wurde mit Digoxigenin-markierten EPO- 
oder Genaktivierungssequenz-spezif ischen DNA-Sonden hybridi- 
siert (DIG DNA Labeling Kit, Boehringer Mannheim) und unter 
stringenten Bedingungen gewaschen. Die spezif ischen Hybridis- 
ierungssignale wurden mit Hilfe eine Chemilumineszenzverf ah- 
rens unter Einsatz strahlungsempf indlicher Filme detektiert. 

8.2 Ergebnisse 

Die Behandlung von Zellen mit 500 nM MTX fuhrte zu einer Ver- 
starkung des Hybridisierungssignals im EPO-Locus urn den Faktor 
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5 bis 10. Bei einer weiteren Steigerung auf 1000 nM MTX wurde 
eine Verstarkung urn den Faktor > 10 erhalten {Figur 6a) . 

Im Falle der Hybridisierung mit der EPO-spezif ischen Sonde 
wurden auch die durch homologe Rekombi nation nicht getrof fenen 
Kopien des Chromosoms 7 detektiert. Wie in Figur 6b zu sehen 
ist, weisen diese ebenfalls hybridisierenden DNA-Fragmente 
eine andere, deutlich unterscheidbare GroJSe auf und werden 
durch den Einsatz von MTX nicht in ihrer Signalstarke veran- 
dert . 

Bei spiel 9 Auf reinigung von EPO aus Kulturuberstanden 

humaner Zellinien <Hela S3; Namalwa und HT1080) 

Im wesentlichen wurden zur Auf reinigung von EPO aus Zellkul- 
turuberstanden humaner Zellinien zwei Methoden verwendet, die 
sich in Anzahl und Prinzip der Chromatographieschritte unter- 
schieden und abhangig von der Zusammensetzung des Mediums und 
der EPO-Konzentration eingesetzt wurden: 



Methode 1 



Methode 2 



1. Schritt: 

2. Schritt: 

3. Schritt: 

4. Schritt: 

1. Schritt: 

2. Schritt: 

3. Schritt: 



Blue-Sepharose-Saule 
Butyl - Sepharose - Saule 
Hydroxyapa t i t - Saule 
Auf konzentrierung 
Blue-Sepharose-Saule 
Hydroxyapat i t - Saul e 
Auf konzentrierung 



(alternativer 3. Schritt: 



RP-HPLC) 



Beispiel fur eine Aufreinigung eines HeLaS3-Zellkulturuber- 
standes mit 2 % (v/v) fotalem Kalberserum (FKS) nach Methode 

1: 



1. Blue Sepharose- Saule : 



Eine 5 ml Hi-Trap-Blue-Saule {Blue-Sepharose-Fertigsaule von 
Pharmacia) wurde mit mindestens 5 Saulenvolumina (SV) Puffer A 
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(20 mM Tris-HCl, pH, 7,0; 5 mM CaCl 2 ; 100 mM NaCl) aquili- 
briert . AnschlielSend wurden 70 ml Hela-Zelliiberstand (ca. 
245 /xg EPO und 70-100 mg Gesamtprotein enthaltend) iiber Nacht 
bei einem Flu£ von 0,5 ml/min ini Kreislaufverf ahren aufgezo^ 
gen . 

Die Saule wurde mit mindestens 5 SV Puffer B (20mM Tris-HCl, 
pH 7,0; 5 mM CaCl 2 ; 250 mM NaCl) und mindestens 5 SV Puffer C 
(20mM Tris-HCl, pH 7,0; 0,2 mM CaCl 2 , 250 mM NaCl) bei 
0,5 ml/min gewaschen. Der Wascherfolg wurde uber die Messung 
des Proteingehalts bei OD280 verf olgt . 

Die Elution von EPO erfclgte mit Puffer D (100 mM Tris-HCl, 
pH 7,0; 0,2 mM CaCl 2 ; 2 M NaCl) bei einem Fluft von 0,5 ml/min. 
Die Elutionslosung wurde in 1-2 ml Fraktionen gesammelt. 

Der EPO-Gehalt der Fraktionen, der Waschlosungen und des 
Durchlauf s wurden iiber Reverse- Phase (RP) -HPLC durch Auftrag 
eines Aliquots auf eine POROS R2/H-Saule (Boehringer Mannheim) 
bestimmt. Alternativ wurde zur qualitativen Identif izierung 
EPO-haltiger Fraktionen ein immunologischer Dotblot durchge- 
f uhrt . 

EPO-haltige Fraktionen (8-12 ml) wurden gepoolt und auf eine 
Butyl -Sepharose -Saule aufgetragen. 

Die Ausbeute nach der Blue-Sepharose-Saule betrug ca. 175 fig 
EPO (entspricht ca . 70%). Im Allgemeinen betrug die Ausbeute 
nach Blue-Sepharose zwischen 50-75%. 

2. Butyl -Sepharose- Saule (Hydrophobe -Interakt ions -Chromato- 
graphie) 

Eine selbsthergestellte 2-3 ml Butyl-Sepharose-Saule (Materi- 
al: Toyopearl Butyl S650) wurde mit mindestens 5 SV Puffer D 
(100 mM Tris-HCl, pH 7,0; 0,2 mM CaCl 2 ; 2 M NaCl) aquilibriert 



WO 99/05268 



PCT/EP98/04590 



- 25 - 

und anschlieSend der EPO-haltige Blue-Sepharose-Pool aus 1. 
(ca. 150 /xg EPO) bei einem FluB von 0,5 ml/min aufgezogen. 

©ie Saule wurde mit mindestens 5 SV Puffer E (20 .mM Tris-HCl, 
pH 7,0; 2 M NaCl und 10 % Isopropanol) bei 0,5 ml/min gewa- 
schen. Der Wascherfolg wurde iiber die Messung des Proteinge- 
halts bei OD280 verfolgt. 

Die Elution von EPO erfolgte mit Puffer F (20 mM Tris-HCl, 
pH 7,0; 2 M NaCl und 20 % Isopropanol) bei einem Flu£ von 
•-0,5 ml/min. Die Elutionsldsung wurde in 1-2 ml Fraktionen 
gesammelt. 

Der EPO-Gehalt der Fraktionen, der Waschlosungen und des 
Durchlaufs wurden iiber RP-HPLC durch Auftrag eines Aliquots 
auf eine POROS R2/H-Saule bestimmt. Alternativ wurde zur qua- 
litativen Identif izierung EPO-haltiger Fraktionen ein immuno- 
logischer Dotblot durchgef iihrt . 

EPO-haltige Fraktionen (10-15 ml) wurden gepoolt und auf eine 
Hydroxyapat it -Saule aufgetragen. 

Die Ausbeute der Butyl-Sepharose-Saule betrug ca . 130 /ig EPO 
(entspricht ca. 85 %) . Im Allgemeinen betrug die Ausbeute der 
Butyl -Sepharose zwischen 60-85% vom Auftrag der Blue-Sepha- 
rose- Pools . 

3. Hvdroxvapat it -Saule 

Eine 5 ml Hydroxyapat it -Saule (Econo-Pac CHT 1 1 - Fertigsaule 
von BioRAD) wurde mit mindestens 5 SV Puffer F {20 mM Tris- 
HCl, pH 7,0; 2 M NaCl; 20% Isopropanol) aquilibriert und an- 
schliefiend der EPO-haltige Butyl-Sepharose-Pool aus 2. (ca. 
125 fig EPO) bei einem FluS von 0,5 ml/min aufgezogen. 
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Die Saule wurde mit mindestens 5 SV Puffer G (20 mM Tris-HCl, 
pH 7,0; 2 M NaCl) bei 0,5 ml/min gewaschen. Der Wascherfolg 
wurde iiber die Messung des Proteingehalts bei OD280 verf olgt . 

Die Elution von EPO erfolgte mit Puffer H (10 mM Na-Phosphat, 
pH 7,0; 8 0 mM NaCl) bei einem Flu£ von 0,5 ml/min. Die Elu- 
tionslosung wurde in 1-2 ml Fraktionen gesammelt . 

Der EPO-Gehalt der Fraktionen, der Waschlosungen und des 
Durchlaufs wurden iiber RP-HPLC durch Auftrag eines Aliquots 
auf eine POROS R2/H-Saule bestimmt. 

EPO-haltige Fraktionen (3-6 ml) wurden gepoolt . Die Ausbeute 
der Hydroxyapatit- Saule betrug ca . 80 EPO (entspricht ca . 
60%) . Im Allgemeinen betrug die Ausbeute der Hydroxyapatit - 
Saule zwischen 50-65% vom Auftrag der Butyl -Sepharose- Pools . 

4 . Auf konzentrierung 

Die gepoolten EPO -Fraktionen aus dem Hydroxyapatit-Schritt 
wurden in Zentrif ugationseinheiten mit einer AusschluftgroSe 
von 10 kD (z.B. Microsep von Filtron) auf eine Konzentration 
von 0,1-0,5 mg/ml auf konzentriert , mit 0,01% Tween 20 versetzt 
und in Aliquots bei -20°C gelagert . 



Ausbeuteschema : 





EPO (jug) 


Ausbeute (%) 


Ausgang 


245 


100 


Blue -Sepharose 


175 


70 


Butyl -Sepharose -Saule 


130 


53 


Hydroxyapa t i t - Saul e 


80 


33 


Auf konzentrierung 


60 


25 



Die Reinheit des isolierten EPO war etwa > 90%, in der Regel 
sogar > 95%. 
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Zur Erhohung der EPO-Ausbeute wurde auch die Methode 2 ver- 
wendet, bei der der Butyl-Sepharose-Schritt fehlte. Vor allem 
bei Zellkulturuberstanden ohne oder mit 1% (v/v) FKS-Zusatz 
ist diese Methode anwendbar_._und liefert isoliertes EPO von 
ungefahr gleicher Reinheit (90-95%) . Die Anwesenheit von 5 mM 
CaCl 2 im Aguilibrierungspuf f er (Puffer F) fur die Hydroxyapa- 
tit-Saule fiihrte bei dieser Methode zu einer verbesserten 
Bindung und damit auch zu einem reproduzierbaren Elutionsver- 
halten von EPO beim Hydroxyapatit-Schritt . Deshalb wurde bei 
Methode 2 bei prinzipiell gleichem Ablauf wie Methode 1 mit 
folgenden Puffern durchgef uhrt : 

1. Blue-Seoharose-Saule : 



Aquilibrierpuf f er (Puffer A) : 2 0 mM Tris-HCl, pH 7,0; 

5 mM CaCl 2 ; 100 mM NaCl 
20 mM Tris-HCl, pH 7,0; 
5 mM CaCl 2 ; 250 mM NaCl 
20 mM Tris-HCl, pH 7,0; 
5 mM CaCl 2 , 250 mM NaCl 
100 mM Tris-HCl, pH 7,0; 
5 mM CaCl 2 ; 2 M NaCl 



Waschpuf fer 1 (Puffer B) : 
Waschpuf fer 2 (Puffer C) : 
Elutionspuf f er (Puffer D) 



2. Hvdroxyapatit-Saule 
Aquilibrierpuf fer (Puffer F) 
Waschpuf fer (Puffer G) : 
Elutionspuf fer (Puffer H) : 
Ausbeuteschema : 



50 mM Tris-HCl, pH 7,0; 

5 mM CaCl 2/ - 1 M NaCl 

10 mM Tris-HCl, pH 7,0; 

5 mM CaCl 2 ; 80 mM NaCl 

10 mM Na-Phosphat, pH 7,0; 

0,5 mM CaCl 2 ; 80 mM NaCl 





EPO (pg) 


Ausbeute (%) 


Ausgang 


600 


100 


Blue-Sepharose 


450 


75 


Hydroxyapat i t - Saule 


335 


55 


Auf konzentrierung 


310 


52 
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Der Zusatz von 5 mM CaCl 2 in die Puffer B bis G bei Methode 1 fuhrte 
ebenfalls zu einer besseren Bindung und def inierteren Elution von 
der Hydroxyapatit-Saule . 

Beispiel 10 Bestimmung der spezifischen Aktivitat in vivo 
von EPO aus human en Zellinien (Bioassay an der 
normozythamischen Maus) 

Die dosis-abhangige Aktivitat von EPO auf die Vermehrung und 
Dif f erenzierung von Erythrocyten-Vorlauf erzellen wurde in vivo 
in Mausen liber den Anstieg der Reticulocyten im Blut nach EPO- 
Gabe bestimmt. 

Hierzu wurde je acht Mausen verschiedene Dosen der zu analy- 
sierenden EPO-Probe und eines EPO- Standards (abgeglichen gegen 
den EPO-WHO-Standard) parenteral verabreicht . Die Mause wurden 
anschlieSend unter konstanten, definierten Bedingungen gehal- 
ten. 4 Tage nach EPO-Gabe wurden den Mausen Blut entnommen und 
die Reticulocyten mit Acridinorange angef arbt . Die Bestimmung 
der Reticulocytenzahl pro 30000 Erythrocyten erfolgte mikro- 
f luorimetrisch im Durchf lufccytometer durch Analyse des Rot- 
f luoreszenz-Histogramms . 

Die Berechnung der biologischen Aktivitat erfolgte aus den 
Werten fur die Reticulocytenzahlen der Probe und des Standards 
bei den unterschiedlichen Dosen nach dem von Linder beschrie- 
benen Verfahren der paarweisen Gehaltsbestimmung mit ' paralle- 
len Geraden (A. Linder, Planen und Auswerten von Versuchen, 3. 
Auflage, 196 9, Birkenhauser Verlag Basel) . 



Ergebnis : 



EPO aus Zellinie 


spezif ische Aktivitat 
U/mg 


Hela S3 (Probe 1) 


100 .000 


Hela S3 (Probe 2) 


110.000 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) AXJuGEMEIKE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 112-132 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Hers t el lung von Erythropoietin durch endogene 
GanaJctiv ierung 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 17 

(iv) COMPUTER-LB S BARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSS YSTEM : PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUEHZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einz el Strang 
CD) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
CGCGGCGGAT CCCAGGGAGC TGGGTTGACC GG 32 
(2^ ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUEKZKENNZEICHEK; 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
GGCCGCGAAT TCTCCGCCCC TGGCCGGGGT CCCTCAGC 38 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3 6 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID KO: 3: 
CGCGGCGGAT CCTCTCCTCC CTCCCAAGCT GCAATC 36 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 36 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(XX) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
r^ CCGCGAAT TCTAGAACAG ATAGCCAGGC TGAGAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
TCACCCGGCG CGCCCCAGGT CGCT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 61 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
ATGCTCGAGC GGCCGCCAGT GTGATGGATA TCTGCAGAGC TCAGCTTGGC CGCGAATTCT 
A 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IANGE: 7 8 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 
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(D) T0P0LOG-.2: linear 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: CDS 

(B) LAGE:49..60 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
TCACCCGGCG CGCCCCAGGT CGCTGAGGGA CCCCGGCCAG GCGCGGAG ATG GGG GCC 57 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKuXS: Protein 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Met Gly Ala His 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 78 Basenpaare 

(B) ART: Nucleatid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:49..60 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
TCACCCGGCG CGCCCCAGGT CGCTGAGGGA CCCCGGCCAG GCGCGGAG ATG AGC GCC 57 



Met Gly Ala 
1 



CAC GGTGAGTACT CGCGGGCT 
His 



78 



1 



Met Ser Ala 

5 



CAC GGTGAGTACT CGCGGGCT 
His 



78 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IANGE: 4 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
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(D) TOPOLOGlJ: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Met Ser Ala His 
1 

(2) AKGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENHZEICHEN : 

(A) L&NGE: 78 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERXMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:49..60 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

TCACCCGGCG CGCCCCAGGT CGCTGAGGGA CCCCGGCCAG GCGCGGAG ATG GGG GTG 57 

Met Gly Val 
5 

CCC GGTGAGTACT CGCGGGCT 78 

pro 



(2) AKGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 4 Aminosauren 

(B) ART: Aninosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Met Gly Val Pro 
1 

(2) AKGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 78 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:49..60 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
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TCACCCGGCG CGCCCCAGGT CGCTGAGGGA CCCCGGCCAG GGJg&$g££ v A^MAidlO^C^ 57 

Met Ser Val 
5 

CAC GGTGAGTACT CGCGGGCT 78 
His 



(2) AKGABEM ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 Aainosauren 

(B) ART: Aminos auxe 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Protein 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Met Ser Val His 
1 

ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 59 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
GGACATTCTA GAACAGATAT CCAGGCTGAG CGTCAGGCGG GGAGGGAGAA GGGTGGCTG 59 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 48 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 
GTGATGGATA TCTCTAGAAC AGATAGCCAG GCTGAGAGTC AGGCGGGG 48 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
. (D) TOPOLOGIE: linear 
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(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 
ATCGATATCA TCGATTCTAG AACAGATAGC CAGGCTGAG 39 
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An sprue he 

1. Humane Zelle, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ sie eine Kopie eines endogenen EPO-Gens in operativer 
Verknupfung mit einem heterologen, in der humanen Zelle 
aktiven Promotor enthalt und zur Produktion von minde- 
stens 200 ng EPO/10 6 Zellen/24 h in der Lage ist. 

2. Humane Zelle nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , 

date sie zur Produktion von 200 - 3000 ng EPO/10 6 Zellen/24 
h in der Lage ist. 

3. Humane Zelle, erhaltlich durch Genamplif ikation aus einer 
Zelle nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, 

da£ sie mehrere Kopien eines endogenen EPO-Gens jeweils 
in operativer Verknupf ung mit einem heterologen, in der 
humanen Zelle aktiven Promotor enthalt und zur Produktion 
von mindestens 1000 ng EPO/10 6 Zellen/24 h in der Lage 
ist . 

4. Humane Zelle nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ sie zur Produktion von 1000 - 25000 ng EPO/10 6 
Zellen/24 h in der Lage ist. 

5. Humane Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daE sie eine immortal is ierte Zelle ist. 

6. Humane Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie in serumfreiem Medium kultivierbar ist. 
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7. Humane Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft sie aus einer HT 1080 Zelle, einer HeLa S3 Zelle, 
einer Namalwazelle oder einer davon abgeleiteten""Ze±le 
ausgewahlt ist. 

8. Humane Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft das aktivierte endogene EPO-Gen unter Kontrolle eines 
viralen Promotors, insbesondere eines CMV-Promotors ist. 

9. Humane Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft das EPO Gen eine Signaleptid-kodierende Sequenz auf- 
weist, die von der naturlichen Signalpeptid-kodierenden 
Sequenz verschieden ist. 

10. Humane Zelle nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft das EPO-Gen, das in operativer Verkniipfung mit der 
heterologen Expressionskontroll sequenz ist, eine Signal - 
peptid-kodierende Sequenz aufweist, die fur eine im Be- 
reich der 4 ersten Aminosauren modif izierte Signalpeptid- 
sequenz kodiert, die ausgewahlt ist aus: 

Met-Xi-Xa-Xa 

worin X x Gly oder Ser ist, X 2 Ala, Val, Leu, lie, Ser oder 

Pro ist, X 3 und Pro, Arg, Cys oder His ist, mit der Maft- 

gabe, daft X 1 -X 2 -X 3 nicht die Sequenz Gly-Val-His ist. 

11. Humane Zelle nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die ersten 4 Aminosauren ausgewahlt sind aus: 

(a) Met-Gly-Ala-His, 

(b) Met-Ser-Ala-His, 

(c) Met-Gly-Val-Pro oder 
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(d) Met-Ser-Val-His.. 

12. Humane Zelle nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS die Sequenz der ersten 4 Aminosauren des Signalpep- 
tids Met-Ser-Ala-His ist. 

13. Verfahren zum Herstellen eines humanen EPO-produzierenden 
Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 12, umfassend die 
Schritte: 

(a) Bereitstellen von humanen Ausgangszellen, die minde- 
stens eine Kopie eines endogenen EPO-Gens enthalten, 

(b) Transf izieren der Zellen mit einem DNA-Konstrukt um- 
fassend: 

(i) zwei flankierende DNA-Sequenzen, die homolog *zu 
Bereichen des humanen EPO-Genlocus sind, urn 
eine homologe Rekombinat ion zu erlauben, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen und 

(iii) eine heterologe Express ionskontroll sequenz , 
die in der humanen Zelle aktiv ist; 

(c) Kultivieren der transf izierten Zellen unter Bedin- 
gungen, bei denen eine Selektion auf das Vorhanden- 
sei-n des positiven Selektionsmarkergens stattfindet, 

(d) Analysieren der gema£ Schritt (c) selektierbaren 
Zellen und 

(e) Identif izieren der EPO-produzierenden Zellen. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS die homologen DNA-Sequenzen ausgewahlt werden aus dem 
Bereich der 5 ' -untranslatierten Sequenzen, Exon 1 und In- 
tron 1 des EPO-Gens. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS man eine im Bereich von Exon 1 modifizierte Sequenz 
verwendet . 
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16. Verfahren nach den Anspruchen 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man das Neomycinphosphotransf erasegen als Selektions- 
markergen verwendet , 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ das DNA-Konstrukt weiterhin ein Amplif ikationsgen 
umf a£t . 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man ein Dihydrof olatreduktasegen als Amplif ikations- 
gen verwendet . 

19. Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man das Gen einer Dihydrof olatreduktase Arginin-Mu- 
tante als Amplif ikationsgen verwendet. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 19, weiterhin 
umfassend die Schritte: 

(f) Amplif izieren des EPO-Gens und 

(g) Gewinnen von EPO-produzierenden Zellen, die mehrere 
Kopien eines endogenen EPO-Gens jeweils in operati- 
ver Verknupfung mit einer heterologen Expressions- 
kontrollsequenz enthalten. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

date man einen CMV-Promotor /Enhancer als Expressionskon- 
trollsequenz verwendet. 
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22. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man als DNA-Konstrukt das Plasmid pl8 9 (DSM 11661) 
oder ein~"davon abgeleitetes Plasmid in linearisierter 
Form verwendet . 

23. DNA-Konstrukt zur Aktivierung eines endogenen EPO-Gens in 
einer humanen Zelle, umfassend: 

(i) . zwei flankierende DNA-Sequenzen , die homolog zu Be- 

reichen des humanen EPO-Genlocus ausgewahlt aus 5'- 
untranslatierten Sequenzen, Exon 1 und Intron 1 
sind, um eine homologe Rekombi nation zu erlauben, 
wobei im Bereich von Exon 1 eine modifizierte 
Sequenz vorliegt, kodierend fur die Aminosauren: 

Met-X 1 -X 2 -X 3 

worin X 1 Gly oder Ser ist, X 2 Ala, Val, Leu, lie, Ser 
oder Pro ist, X 3 und Pro, Arg, Cys oder His ist, mit 
der Mafcgabe, daJ5 Xj-X^X-j nicht die Sequenz Gly-Val- 
His ist, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) eine heterologe Expressionskontrollsequenz , die in 
einer humanen Zelle aktiv ist und 

(iv) gegebenenf alls ein Amplif ikationsgen . 

24. DNA-Konstrukt nach Anspruch 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Aminosauren ausgewahlt sind aus 

(a) Met-Gly-Ala-His, 

(b) Met-Ser-Ala-His, 

(c) Met-Gly-Val-Pro oder 

(d) Met-Ser-Val-His . 
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25. DNA-Konstrukt zur Aktivierung eines endogenen EPO-Gens in 
einer humanen Zelle, umfassend: 

(i) zwei flankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu Be- 
reichen des humanen EPO-Genlocus ausgewahlt aus 5'- 
untranslatierten Sequenzen, Exon 1 und Intron 1 
sind, um eine - homologe Rekombination zu erlauben, 

<ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) eine heterologe Expressionskontrollsequenz, die 
in einer humanen Zelle aktiv ist, wobei der 
Abstand zwischen der heterologen Expres- 
sionskontrollsequenz und dem Translationstart. 
des EPO-Gens nicht grower als 1100 bp ist, und 

(iv) gegebenenf alls ein Amplif ikationsgen . 

26. Plasmid pl89 (DSM 11661) oder ein davon abgeleitetes 
Plasmid 

27. Verfahren zur Herstellung von humanem EPO, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man eine humane Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 
12 unter Bedingungen in einem geeigneten Medium kulti- 
viert, bei denen eine Produktion von EPO erfolgt und das 
EPO aus dem Kulturmedium gewinnt. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

date man ein serumfreies Medium verwendet . 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 7 oder 28/ 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man die Zellen in Suspension kultiviert. 

30. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 7 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Kultivierung in einem Fermenter durchf uhrt . 
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31. Verfahren nach Anspruch 30, 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ das Volumen des Fermenters 10 1 - 50000 1 betragt . 



32. Verfahren nach einem der Anspriiche 27 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Gewinnung des EPO aus dem Kulturmedium die 
Schritte umf afct : 

(a) Leiten des Zelliiberstands iiber ein Af f initatschro- 
matographiemedium und Gewinnen der EPO enthaltenden 
Fraktionen, 

(b) gegebenenfalls Leiten der EPO enthaltenden Fraktio- 
nen uber ein hydrophobes- Interaktionschromatogra- 
phiemedium und Gewinnen der EPO enthaltenden Frak- 
tionen, 

(c) Leiten der EPO enthaltenden Fraktionen iiber 
Hydroxyapatit und Gewinnen der EPO enthaltenden 
Fraktionen und 

(d) Auf konzentrierten oder/und Leiten iiber ein Reverse - 
Phase-HPLC- Medium. 

33. Verfahren nach Anspruch 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man in Schritt (a) ein Blue-Sepharosemedium verwen- 
det . 

34. Verfahren nach einem der Anspriiche 32 oder 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man in Schritt (b) ein Butyl -Sepharosemedium verwen- 
det . 



-35. Verfahren nach einem der Anspriiche 32 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man das Auf konzentrieren durch Ausschlufcchromatogra- 
phie durchf iihrt . 
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36. Verfahren nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man ein Medium mit einer AusschluSgroiSe von 10 kD 
verwendet . 

37. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 36, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man ein humanes EPO mit einer Reinheit von mindestens 
90% gewinnt . 

38. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 37, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS man ein humanes EPO mit einer spezifischen Aktivitat 
in vivo (normozythamische Maus) von mindestens 
100000 IU/mg gewinnt. 

39. Verfahren nach Anspruch 38, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS man ein humanes EPO mit einer spezifischen Aktivitat 
in vivo (normozythamische Maus) von mindestens 
175.000 IU/mg bis 450.000 IU/mg gewinnt. 

40. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 39, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man ein humanes EPO mit einem Gehalt von weniger als 
0,2 % N-Glycolneuraminsaure bezogen auf den Gehalt an N- 
Acetylneuraminsaure gewinnt . 

41. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 40, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man ein humanes EPO mit a-2 , 3 -verknupf ten Sialinsau- 
reresten gewinnt. 

42. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 42, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man ein humanes EPO mit a-2 ,3- und a-2 , 6 -verknupf ten 
Sialinsaureresten gewinnt. 
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43. Verfahren nach einem der Anspriiche 27 bis 42 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man ein humanes EPO gewinnt, welches ein Polypeptid 
mit einer Lange von 165 Aminosauren umfaSt. 

44. Verfahren nach einem der Anspriiche 27 bis 42 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man ein humanes EPO gewinnt, welches ein Polypeptid 
mit einer Lange von 156 Aminosauren umf afit . 

45. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 7 bis 42, 
dadurch gekennzeichnet, 

daiS man ein humanes EPO gewinnt, welches ein Gemisch aus 
Polypeptiden mit einer Lange von 165 und 166 Aminosauren 
umf a fit . 

46. Isoliertes humanes EPO mit einer spezifischen Aktivitat 
in vivo von mindestens 100 000 U/mg Protein, erhaltlich 
durch das Verfahren nach einem der Anspriiche 2 7 bis 45, 
das f rei von urinaren Verunreinigungen ist . 

47. Isoliertes humanes EPO nach Anspruch 46, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi es eine Reinheit von mindestens 90% aufweist. 

48. Isoliertes humanes EPO nach Anspruch 46 oder 47, 
dadurch gekennzeichnet, 

date es weniger als 0,2 % N-Glycolneuraminsaure bezogen 
auf den Gehalt an N-Acetylneuraminsaure enthalt . 

49. Isoliertes humanes EPO nach einem der Anspriiche 46 bis 
48, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi es a-2 , 3 -verkniipf te Sialinsaurereste tragt. 



WO 99/05268 



PCT/EP98/04590 



- 44 - 

50. Isoliertes humanes EPO nach einem der Anspruche 46 bis 
49, 

dadurch gekennzeichnet, 

daii es a-2,3- und a-2 , 6 -verkniipf te Sialinsaurereste 
tragt . 

51. Isoliertes humanes EPO nach einem der Anspruche 46 bis 
50, 

dadurch gekennzeichnet , 

da£ es ein Polypeptid mit einer Lange von 165 Aminosaure- 
resten umf aSt . 

52. Isoliertes humanes EPO nach einem der Anspruche 46 bis 
50, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS es ein Polypeptid mit einer Lange von 166 Aminosaure- 
resten umf aSt . 

53. Isoliertes humanes EPO nach einem der Anspruche 46 bis 
50, 

dadurch gekennzeichnet, 

da£ es ein Gemisch aus Polypeptiden mit einer Lange von 
165 und 166 Aminosauren umf aSt . 

54. Pharmazeutisches Praparat, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ es ein humanes EPO nach einem der Anspriiche 46 bis 53 
als Wirkstoff gegebenenf alls zusammen mit anderen Wirk- 
stoffen und pharmazeutisch iiblichen Trager-, Hilfs- oder 
Zusatzstof f en enthalt. 

55. Isolierte DNA, die fur ein humanes EPO mit einer im Be- 
reich der ersten 4 Aminosauren des Signalpeptids modifi- 
zierten Sequenz kodiert, die ausgewahlt ist aus: 



Met-Xj-X^Xj 
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worin Gly oder Ser ist, X 2 Ala, Val, Leu, lie, Ser oder 
Pro ist, X 3 und Pro, Arg, Cys oder His ist, mit der Ma£- 
gabe, da£ X l -X 2 -X 3 nicht die Sequenz Gly-Val-His ist. 

56. Isolierte DNA nach Anspruch 55, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Aminosauresequenz ausgewahlt ist aus: 

(a) Met-Gly-Ala-His, 

(b) Met-Ser-Ala-His, 

(c) Met-Gly-Val-Pro oder 

(d) Met-Ser-Val-His. 

57. DNA nach Anspruch 55 oder 56, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie eine genomische DNA ist. 

58. DNA nach Anspruch 55 oder 56, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie eine cDNA ist. 
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Abb.1 



Genomische DNA 
Bam HI Ndel 
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[i| fnj p| |i 



6.3kb Homologiere gion 
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Hind n 



5.7kb PCR Produkt 1 



Hind EI EcoRY 



5-0kb PCR Produkt 2 



Primer fiir PCR Produkt 1: 

5'CGC GGC GGA TCC CAG GGA GCT GGG TTG ACC GG 3* 

5' GGC CGC GAA TTC TCC GCG CCT GGC CGG GGT CCC TCA GC 3' 

Primer fur PCR Produkt 2: 

5'CGC GGC GGA TCC TCT CCT CCC TCC CAA GCT GCA ATC 3' 
5' GGC CGC GAA TTC TAG AAC AGA TAG CCA GGC TGA GAG 3' 
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Abb. 2 

6kB genomische ONA des EPO Gens in Vektor kloniert 

BamHI 
BamHI 
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Abb. 3 

Genaktivierungssequenz: 




RSV NEO SVlOpA SVW DHFR SY^OpA " CMV 

Promoter Promoter Promoter 
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Abb. 4a 

Konstruktion der EPO Gene Targeting Vektoren 
Genaktivierungssequenz: 



RSY 
Promoter 













MM 




NEO 



SVUlpA SYJ.Q 
Promoter 



DHFR 



SYlOpA CMV 
Promoter 




Insertion der Genaktivierungssequenz 
in Agel Schnittstelle 
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Deletion des 
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Abb. Lc 
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EcoRI 



Abb. 4d 
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Abb. 5 

Signal Sequenz Mutationen: Plasmide fur transiente EPO Expression 
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